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（学位論文のタイトル） 
Characterization of Imidazopyridine Compounds as Negative Allosteric Modulators of 
Proton-Sensing GPR4 in Extracellular Acidification-Induced Responses. 
（プロトン感知性受容体GPR4選択的阻害物質の特性解析：imidazopyridine化合物による 
  負のアロステリック作用） 
 
（学位論文の要旨） 
【目的】 
 生体内の正常なpH環境はpH7.4であり、厳密に制御されている。一方、虚血時や炎症時では炎
症性細胞の浸潤を伴い、低酸素、低pH環境（pH～6.0以下）になるのが特徴であるが、細胞外pH
環境の生理的変化に対する応答機構、虚血時、炎症性疾患時における低pHの病態生理学的な意義
とそのメカニズムはほぼ未解明である。私たちのグループはOGR1ファミリー（OGR1、GPR4、TDAG
8、G2A）が細胞外のpH(プロトン：pH 6.0～8.0)を感知して細胞内にシグナルを伝達するGタンパ
ク質共役受容体（GPCR）であることを報告してきた。私はその中でGPR4について研究を行なった。 
GPR4は細胞外pHを感知して、Gs/cAMPやG13/Rhoを活性化する。受容体特異的な阻害物質は受容
体解析に極めて有用である。私たちはリゾ脂質であるサイコシンが酸性pHによるOGR1ファミリー
受容体を介した細胞応答を選択的に阻害すること、また、受容体のヒスチジン残基変異型を用い
た実験から、ヒスチジン残基がプロトンの作用部位、すなわちリガンドが結合するオルソステリ
ック部位であることを報告してきた。一方、GPR4の阻害物質としてimidazopyridine化合物が特
許請求されているが、その特異性などは不明であった。そこで今回、imidazopyridine化合物のG
PR4に対する特異性と阻害機序に関して、サイコシンと比較しながらインビトロでの作用解析を
行なった。 
【方法】 
 HEK293細胞にOGR1ファミリー受容体と転写因子SRFによって活性化されるSREをプロモーターに
もつルシフェラーゼ発現ベクターを遺伝子導入し、酸性pH作用を解析した。GPR4を遺伝子導入し
たCHO細胞を用いて、酸性pHによる細胞内cAMP蓄積を酵素抗体法（EIA）で測定した。アデノウイ
ルスをもちいて、ヒト臍帯内皮細胞（HUVEC）にGPR4を強発現させ、酸性pHによる接着因子（ICA
M-1、VCAM-1）及びサイトカイン、ケモカイン（IL-6、CXCL2）の発現をRT-qPCRで測定した。HEK
293細胞にGFP-GPR4を遺伝子導入し、酸性pHによる受容体インターナリゼーションを共焦点レー
ザー顕微鏡にて観察し評価した。ヒスチジン変異型（H165F、H269F）GPR4細胞において、サイコ
シンとimydazopylidine化合物の酸性pH作用を解析した。 
【結果】 
 OGR1ファミリー受容体（OGR1、GPR4、TDAG8、G2A）を遺伝子導入したHEK293細胞を酸性pH刺激
し、SREプロモーター活性をルシフェラーゼ活性で評価した。GPR4受容体を介した酸性pH（7.4～
7.0）作用は、G13/Rhoシグナル下流のSREプロモーターを徐々に活性化し、より強い酸性pH（7.0
～6.8）で緩やかに抑制した。GPR4の阻害物質として推測されていたimidazopyridine化合物は
  
  
OGR1ファミリー受容体の中でGPR4受容体を介する酸性pH作用を選択的に抑制した。解析した3種
類のimidazopyridine化合物のいずれにおいても阻害効果が観察されたが、化合物C1が最も効果
的でC2、C3の約10倍であった。 
 GPR4発現細胞では酸性pHによる細胞内cAMP蓄積が報告されていたため、GPR4を遺伝子導入した
CHO細胞を用いて解析したところ、imidazopyridine化合物C1の阻害効果が観察された。 
また、GPR4は正常の細胞では主に、血管内皮細胞に発現している。内皮細胞ではpHが低下する
とVCAM-1、ICAM-1といった細胞接着分子mRNAの発現が亢進することが知られている。そこで、細
胞外pH低下における細胞接着分子発現に対する抑制効果をGPR4強発現HUVEC細胞にて調べたとこ
ろimidazopyridine化合物C1の阻害効果が観察された。同じく、酸性環境下で産生されるCXCL2、
IL-8などの炎症性サイトカインを抑制した。 
GFP-GPR4を遺伝子導入したHEK293細胞において、pH7.4では受容体分子のシグナルが細胞膜上
に観察された。細胞を産生pH6.6に処理すると受容体インターナリゼーションが観察された。こ
の受容体分子の移動に対してimidazopyrydine化合物C1は阻害作用を示した。 
 OGR1ファミリー受容体（OGR1、GPR4、TDAG8、G2A）を発現させたHEK293細胞を用いて解析した
ところ、酸性pHによるSRE活性化に対してサイコシンはimidazopyridine化合物C1と比較し1/100
程度の効力であるが、いずれの受容体応答も阻害した。また、プロトン受容体機能に関わるヒス
チジン変異型（H165F、H269F）GPR4細胞では、サイコシンによる酸性pH/SRE活性化の抑制はほと
んど観察されなかった。一方、このヒスチジン変異型GPR4細胞の酸性pH/SRE活性化は
imidazopyridine化合物C1処理でほぼ消失した。 
【考察】 
 imidazopyridine化合物はOGR1ファミリー受容体の中でGPR4受容体を介する酸性pH作用を選択
的に抑制する阻害剤として有効であると考えられる。サイコシンはプロトン受容体機能に関わる
ヒスチジン残基を介したアンタゴニスト（オルソステリック阻害剤）であり、imidazopyridine
化合物はリガンド結合部位に作用しないGPR4受容体選択的なアロステリック阻害剤であると推測
された。サイコシンはimidazopyridine化合物C1の1/100程度の効力しかなく、脂質代謝異常症
（クラッベ病）の原因物質であり、細胞毒性が高いことからその使用は限定されてしまう。一方、
imidazopyridine化合物はGPR4に対する特異性が高いことから、GPR4発現細胞が関連する虚血時
や炎症時の低pHによる病態を選択的に抑制するリード薬物として期待される。また、受容体解析
ツールとして有用であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
